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UTILISATION de FLUOROCHROMES pour L’OBSERVATION 
DES PAROIS CELLULAIRES CHEZ TROIS ESPECES 
DE CLOSTERIUM (DESMIDIALES) 


AU COURS DE LEUR REPRODUCTION SEXUEE 


Thérèse DUBOIS-TYLSKI* 


RESUME. Les parois des cellules végétatives et les zygospores de Closterium acutum, 
moniliferum et venus sont fortement fluorescentes aprés coloration par le «Calcofluor 
white», Cette coloration ne met pas de pores en évidence, mais elle montre qu'une élonga- 
tion discontinue des hémisomates est possible. Chez C. moniliferum, les papilles de conju- 
gaison, la vésicule mucilagineuse qui les entoure puis la paroi des zygospores jeunes et âgées 
présentent une vive fluorescence. La vésicule de germination est entourée par |'endospore 
interne fluorescente. 


La coloration au bleu d’aniline montre la présence d'une enveloppe caliosique mise en 
place précocement autour de la jeune zygospore et longtemps persistante chez les trois 
espèces. L'intérêt phylogénique de cette formation mise en évidence pour la première fois 
autour de ceilules sexuées d'Algucs est discuté, 


SUMMARY. — The walls of vegetative cells and zygospores of Closterium acutum, monili. 
ferum and venus are strongly fluorescent after Calcofluor staining. This staining does not 
show pores in the wall but indicates that discontinuous elongation of semicells 1s possible. 
In C. moniliferum, the conjugation papillae, the surrounding mucilaginous vesicle, then 
the young and old zygospores fluoresce brightly. The germination vesicle is surrounded 
by the fluorescing inner part of endospore. 


Aniline blue staining shows that a callosic sheath is rapidly set around the young zygo- 
spores and persists fot a long time in the three species. It is the first time that such a callosic 
wall is mentioned around an algal sexual cell and its possible phylogenic interest is discussed. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 


Les souches des Closterium acutum Brėb., C. moniliferum (Bory) Ehrenbg. 
ex Ralfs. et C. venus Kitz. utilisées sont des souches homothalliques isolées 
a l'état végétatif en 1968 dans une mare à Sphaignes du pré communal de 
Wardrecques (Pas-de-Calais), cultivées sur milieu de Waris (WARIS et ROU- 
HIAINEN, 1970) gélosé à 1%, à pH 5,4. Seule la souche de C, moniliferum 
est axénique, 

La reproduction sexuée est obtenue en soumettant des cultures jeunes à un 
éclairement de 10000 ergs. cm'?. s? fourni par des tubes fluorescents Gro-tux 
selon un cycle photopériodique de 18 heures de lumiére et 6 heures d'obscuritė 
4 20°C. 

Le Calcofluor white ST* a été utilisé comme colorant vital 4 la concentration 
de 0,01% dans le milieu de Waris. D'abord considéré comme un fluorochrome 
spécifique de la cellulose et de la chitine (HARRINGTON et RAPER, 1968), 
il s'est avéré ensuite qu'il pouvait se fixer sur de nombreux polysaccharides : 
cellulose, chitine, hémicelluloses, composés pectiques et callose (HUGUES et 
Mc CULLY, 1975). 

Le bleu d’aniline a été utilisé selon la technique de ESCHRICH et CURRIER 
(1964), soit sur matériel vivant, soit sur matériel fixé par le glutaraldéhyde à 
6% dans le milieu de Waris. La spécificité de cette technique longtemps consi- 
dérée comme classique pour la mise en évidence de la callose est actuellement 
très controversée (FAULKNER et coll., 1973; SMITH et Mc CULLY, 1978), et 
la fixation au glutaraldéhyde pourrait induire un dépôt de callose (HUGUES 
et GUNNING, 1980), 

La primuline en solution aqueuse a été utilisée selon WATERKEYN et 
BIENFAIT (1971) pour la mise en évidence de la sporopollėnine; la callose 
fluoresce également légérement avec ce fluorochrome, mais beaucoup moins 
qu’avec le bleu d’aniline. 

L’observation en fluorescence a été effectuée sur un microscope REICHERT 
Zetopan, avec filtre U.V. 350 nm. 


OBSERVATIONS APRES UTILISATION DU CALCOFLUOR WHITE : 


Les cellules végétatives du C, acutum présentent une fluorescence uniforme, 
ne mettant en évidence ni croissance intercalaire, ni ceinture ni pores. Les 
cellules âgées excrètent un mucilage fluorescent réparti irrégulièrement le long 
de la cellule (Pl. I, fig. 1). La paroi des zygospores jeunes et âgées est uniformé- 
ment fluorescente ct présente des expansions irréguliéres persistant dans les 
hémisomates vidés (Pl, I, fig. 2), Contrairement à ce que laisserait penser la 
description de KRIEGER (1937), signalant «4 cornes», ces expansions ne sont 
pas constantes, et il existe des zygotes parfaitement sphériques. Aucune trace 


* Gracicusement fourni par American Cyanamid Co, Bound Brooks, N.J., U.S.A. 
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de «tube» ni de «vésicule de conjugaison» n’a pu être observée, La sexualisation 
se manifeste par une fluorescence plus intense dans la partie centrale des cellules 
apparičes, les hémisomates s'čcartent, les gamėtes se contractent plus ou moins 
complétement puis fusionnent sans aucune protection. 


Chez C. venus, au moment de la sexualisation, la courbure des cellules s'ac- 
centue; les hémisomates s’écartent en émettant dans la partie centrale une papille 
de conjugaison à croïssance apicale, dont la partie terminale se colore vivement 
par le rouge de ruthénium et présente une fluorescence intense. Les papilles 
confluent et entre leurs parois distendues se forme une zygospore souvent munie 
de quatre expansions courtes et arrondies qui persistent dans les hémisomates, 
La forme arrondie est cependant plus fréquente que la forme anguleuse dans nos 
conditions de culture (PI. I, fig. 5). Le zygote est ainsi protégé par un «tube de 
conjugaison» formé par la réunion des papilles, d'une maniére analogue å ce qui 
se passe chez C. rostratum (DUBOISTYLSKI, 1973 a) ou chez Spirogyra. 
ll n'y a pas de mucilage apparent 4 l'extérieur de ce tube mou, formé essentiel- 
lement d'hėmicelluloses, et les zygospores ne sont pas facilement sépaables 
des gamčtacystes vides. 


Les aspects sont un peu plus complexes en ce qui concerne C. moniliferum, 
La mise en évidence des composants des parois par la technique de JENSEN 
(1962) : dissolutions successives par l’oxalatc d’ammonium puis par des solutions 
de soude peu puis trés concentrées avec réaction ultérieure A l'acide pcriodique- 
Schiff, montre que la paroi des hémisomates anciens, peu réactive à l'A.P,S, et 
insoluble dans la soude est cssentiellement cellulasique. Celle des hémisomates 
néoformés, des papilles de conjugaison et des vésicules de conjugaison, trés 
réactives à l'A.P.S. est hémicellulosique. Les cellules en conjugaison sont réunies 
dans leur partie centrale par un mucilage pectique diffus, et les cellules végéta- 
tives sėcrėtent un mucilage pectique qu’ellcs abandonnent en manchon sur la 
gélose à mesure qu'elles progressent (fig. 1), 





Fig 1 — Sécrétion des vésicules de conjugaison chez €. moniliferum. Les papilles réfrmgen- 
tes en contact (1) sécrétent une vésicule de conjugaison hyaline (2) faiblement colorable 
par le rouge de ruthénium, présentant une réaction A.P.S. positive et une vive fluorcs- 
cence après coloration au Calcofluor-white. La partic centrale des cellules est réunie par 
un mucilage diffus (3) peu colorable au rouge de ruthénium, A.P.S. positif et faiblement 
fluorescent aprés coloration au Calcofluor-white. Un début de rétraction du cytoplasme 
(4) s'observe aux extrémités des hémisomates anciens, avec émission de mucilage (5) 
colorable au rouge de ruthénium, entre la paroi et le plasmalemme. 


Toutes ces formations sont fluorescentes de façon plus ou moins intense 
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aprés coloration par le Calcofluor-white, les hémicelluloses émettant la fluo. 
rescence la plus vive (Pl. II, fig. 1 à 6), 


Bien que l'observation des coupes de parois en microscopie électronique 
ait montré la présence de pores dans la paroi des Closterium, le Calcofluor 
white ne permet pas de les mettre en évidence, comme c'est le cas chez Cosma- 
rium botrytis (BERLINER et coll., 1978). MIX (1972) a d'ailleurs montré la 
différence de complexité de ces deux types de pores, Par contre cette méthode 
montre qu'une croissance discontinue des hémisomates est possible; la croissance 
normale des hémisomates formés dans une culture jeune et active est une crois- 
sance apicale, mais dans les cultures âgées, des allongements intercalaires peuvent 
se produire (Pl. Il, fig. 5). LEFEVRE (1934) avait dėja signalé ce type de crois- 
sance dans le genre Closterium. 


C'est sur l’organisation des papilles et des vésicules de conjugaison que la 
méthode apporte le plus d’éclaircissements. Les individus appariés sont entourés 
par une enveloppe mucilagineuse commune très peu fluorescente. L'émission 
des papilles de conjugaison se traduit par une fluorescence extrêmement vive, 
localisée au niveau de la partie interne des hémisomates néoformés, Une vésicule 
mucilagineuse sécrétée après l'émission des papilles réunit les gamétes dans leur 
partie centrale. Lorsque les papilles se touchent un «pont» fluorescent réunit 
les gamétes deux à deux, mais ce n’est pas un véritable tube de conjugaison; 
les limites n'en sont pas définies. L'observation de gamėtes asynchrones (Pl. 11, 
fig, 4 et fig 2 pour l'explication schématique) montre que l’extrémité de la 
papille s'ouvre dans une vésicule formée de mucilage diffus et sans limite nette. 
Les bords de la papille demeurent fortement fluorescents. Le cytoplasme des 
gamétes se contracte et le contenu du gamétocyste est expulsé dans la vésicule 
mucilagineuse lâche. Un mucilage fluorescent s'accumule 4 l'extrémité des 
gamétocystes qui se vident (PL. H, fig. 2 et 3), 





Fig. 2. — Rupture des papilles et sortie des gamétes chez C. maniliferum, Une conjugaison 
asynchrone montre un couple de gamétes qui ne sont encore qu'au stade «émission des 
papilles de conjugaison» alors que leurs partenaires qui ont émis une papille et élaboré 
une «vésicule de conjugaison» en sont déjé au stade «rupture de Ja papille», Le cyto- 
plasme (dont la membrane n’a été figurée qu'aux niveaux où elle est décollée de la paroi) 
se contracte dans les hémisomates anciens (flèche) et progresse dans la partie néoformée 
(double flèche}. L'extrėmitė de la papille (1) se rompt sous la poussée du cytoplasme 
pour former un tube mou, fortement fluorescent aprés coloration au Calcofluor.white, 
alors que le mucilage de la vésicule de conjugaison (2) est moins fortement fluorescent. 
Le mucilage qui réunit la partie centrale des cellules (3) est encore plus diffus. 
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Les jeunes zygotes ne sont donc entourés que par les restes des papilles de 
conjugaison et par la vésicule mucilagineuse, et ils se séparent trés facilement 
des gamétocystes vides. Dans de rares cas, la contraction des gamètes est incom- 
pléte et la zygospore se forme avec deux expansions arrondies qui demeurent 
à l'intérieur des hémisomates. 


Les zygospores jeunes et âgées sont également fluorescentes après coloration 
au Calcofluor-white. La paroi acquiert une structure complexe, et I’épaisse 
endospore des zygotes âgés est essentiellement cellulosique, comme chez 
Cosmarium batrytis (BERLINER et GUTH, 1979). Lors de la germination, la 
vésicule de germination, longtemps considérée comme un protoplaste, est en 
réalité entourée par l’endospore interne cellulosique et présente une vive fluo- 
rescence (Pl. I, fig. 8). 


OBSERVATIONS APRES UTILISATION DU BLEU D’ANILINE : 


Les parties végétatives ne présentent aucune fluorescence chez les trois cs- 
péces étudiées, de méme que les papilles de conjugaison. Par contre les zygo- 
spores montrent dés leur formation une fluorescence peu intense mais trés 
nette qui persiste longtemps, La fluorescence est uniforme chez C. acutum et 
chez C. venus. Elle est plus intense 4 certains niveaux chez C. moniliferum, 
en particulier 4 l'endroit où le gamėte reste engagé dans le gamétocyste et où 
il se forme une sorte de bouchon. Chez C. moniliferum, l'exospore du zygote 
âgé de moins de 48 heures présente au microscope électronique un aspect trés 
clair aux électrons (DUBOIS-TYLSKI, 1973b). Cet aspect ct la fluorescence 
au bleu d’aniline suggèrent la présence de callose, excrétée dės la formation 
du zygote. La callose est un polysaccharide trés hydrophile, se formant trés 
rapidement et souvent en réponse 4 un traumatisme (fixation, choc osmotique, 
choc thermique, blessure, ultrasons.,,), Dans le cas présent, on pourrait supposer 
que la callose est un artefact dû au milieu de culture solide sur lequel on force 
l'algue 4 se reproduire. Il n'en est rien, et les zygotes formés en milieu aqueux 
montrent également la fluorescence de la callose qui est donc un constituant 
«normal» de la paroi. Forméc dés que le zygote s'artondit en dehors des gaméto- 
cystes, la callose est associée á des composés pectiques colorables au rouge 
de ruthénium (Pl. I, fig. 3 et 6; Pl. II, fig. 7). 


OBSERVATIONS APRES UTILISATION DE LA PRIMULINE : 


En solution aqueuse trés diluée, la primuline provoque la fluorescence de la 
sporopollénine, et dans une moindre mesure celle de la callose. La sporopollė- 
nine est faiblement autofluorescente, Elle n'apparaît très nettement qu'autour 
des zygotes de C. moniliferum, où clle forme une couche continue, sans bou- 
chons apparents (Pl. Il, fig. 8); nous avions montré précédemment en micro- 
scopie électronique la présence de sporopollénine, résistante 4 l’acétolyse, dans 
la mésospore du zygote âgé d'au moins 48 heures. La sporopollėnine est présente 
en quantité très faible autour des zygotes de C. acutum et de C. venus (Pl. I, 
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fig. 4 et 7). 


DISCUSSION 


Si la présence de cellulose, d'hėmicelluloses et de mucilages pectiques n'est 
pas surprenante chez les Desmidiées, la callose et la sporopollénine sont rare- 
ment citées chez les Algues. 

La sporopollénine est signalée par KIES (1970) dans la mésospore du zygote 
de Micrasterias papillifera. Elic a été observée par ATKINSON et coll. (1972) 
autour des cellules végétatives de quelques souches de Chlorella, Scenedesmus 
et Prototheca. 

La callose existe sous forme de bouchons chez Mougeotia et Spirogyra 
(BUER, 1964), dans les siphons de Caulerpa (ZAFARALLA et PANTASTICO, 
1971), dans les poils de Coleochaete (MARCHANT, 1977). A notre connaissance, 
ella n'a jamais été observée autour d'une cellule sexuelle d’Algue. Par contre 
elle est trés souvent associče aux cellules reproductrices des vėgėtaux dits supė- 
rieurs, où elle est diversement répartie dans les organes végératifs : tiges et 
soies de Mousses (HÉBANT, 1968), feuilles de Sélaginelles (WATERKEYN et 
BIENFAIT, 1967), ligule des Sélaginelles (JAGELS et GARNER, 1979), tubes 
criblés. Connue depuis longtemps (MANGIN, 1889) autour des microspores 
d’Angiospermes, elle a été plus récemment observée autour des mėgaspores 
de Gymnospermes (DE SLOOVER, 1961) et d’Angiospermes (RODKIEWICZ, 
1967, 1970; RODKIEWICZ et GORSKA-BRYLASS, 1967). 


D'après BIENFAIT et WATERKEYN (1976), «les Mousses ne forment pas 
de callose sporocytaire. Outre les Spermatophytes, seules les Hépatiques et les 
Sélaginelles produisent cette substance au cours de la sporogenèse». HORNER 
et BELZ (1970) ont ainsi mis en évidence la callose autour des macro- et micro- 
sporocytes de Sélaginelles, et DENIZOT (1971) l'observe au cours de la sporo- 
genèse de quelques Marchantialcs et Sphaerocatpaics. CAVE et BELL (1973) la 
signalent autour de spermatocytes de Ceratopteris. 


Certains Closterium nous permettent donc d'observer le premier exemple 
de la présence d'une enveloppe callosique, au sens classique du terme, autour 
d'une cellule reproductrice d'Algue verte : la zygospore, qui devient un meio- 
sporocyste au moment de sa germination. 


La plupart des auteurs s'accordent à attribuer à la callose un rôle dans l'isole- 
ment des cellules sexuelles, et dans la protection contre les chocs osmotiques 
et la dessication. Déjà en 1924, STEINECKE voyait dans les Desmidiées un 
maillon dans l'évolution des Algues vertes vers les plantes terrestres, hypothèse 
que les travaux cytologiques de PICKETT-HEAPS (synthèse 1979) ont remar- 
guablement étayée, Les Conjugales et les Charales présentent en effet de manière 
constante au cours de leur division cellulaire un fuseau ouvert et un phragmo- 
plaste, comme les plantes terrestres, par opposition au phycoplaste des Algues 
primitives. En outre les Algues à phragmoplaste sont équipées de glycolate- 
oxydase, comme les plantes supérieures, alors que les Algues à phycoplaste 
sont pourvues de glycolate-déshydrogénase (FREDERICK et coll., 1973). 
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La faculté de synthétiser de la callose puis de la sporopollénine par certaines 
Desmidiées apparaît comme une remarquable préadaptation à la vie en milieu 
aérien, et confirme la place privilégiée de ce groupe d’Algues dans la lignée 
évolutive qui conduit aux plantes terrestres. 
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PLANCHE Į 


Fig. 1 à 4 ; Closterium acutum, 1 : individus végétatifs âgés de 2 mois colorés par le 
«Calcofluor- white», mettant en évidence une sécrétion irrégulière de mucilage. 2 : zygo 
spores âgées d'une semaine, colorées par le «Calcofluor-white»; la paroi des gamétocystes 
vides auxquels les zygospores demeurent attachées est également fluorescente. 3 : zygo- 
spores âgées d'uné semaine colorées par le bleu d'aniline; l'enveloppe callosique seule est 
fluorescente, les gamétocystes vides ne fluorescent pas. 4 : zygospores âgées d'une semaine 
colorées par la primuline; les gamétocystes vides sont faiblement fluorescents. La forme 
des zygospores est très variable, avec ou sans «cornes», 


Fig. 5 à 7 : Closterium venus. 5 : individus végétatifs ct zygospores âgées d'une semaine 
colorés par le «Calcofluor-white»; les zygospores peuvent être arrondies ou munies dex- 
pansions. 6 : zygospores âgées d'une semame colorées par le bleu d'aniline. 7 : zygospores 
âgées d'une semaine colorées par la primuline, 


Fig. 8 : Closterium moniliferum : vésicule de germination colorée par le «Calcofluor 
white» qui met en évidence l'endospore interne cellulosique. 


L'ėchelle portée sur chaque figure représente 25 um. 


PLANCHE Il 


Closterium moniliferum 


Fig. 1 à 6: coloration par le «Calcofluor- white». 1 : individus apparičs. 2 : après bipar 
tition des cellules appari¢es, émission des papilles de conjugaison hémicellulosiques vivement 
fluoresceutes. 3 : les papilles de conjugaison sécrètent des vésicules de conjugaison muci- 
lagineuses, non nettement délimitées, qui fusionnent et écartent les gamétocystes. Les fig. 2 
et 3 montrent à l'extrémité des gamétocystes l'accumulation de mucilage qui accompagne la 
contraction des gamétes. 4 : conjugaison asynchrone. Un couple de gamėtes a émis seule- 
ment une ébauche de papille de conjugaison. L'autrė montre la rupture de la papille de 
conjugaison ct son ouverture directe dans la vésicule de conjugaison. 5 : zygospores âgées de 
moins de 24 heures Un des gamétocystes vides montre des zones annulaires dont la fluores- 
cence est plus ou moins intense, indice des élongations successives de l'hémisomate, 6 : 
cellule végétative, gamétocystes vides et zygospores âgées de 2 mois 


Fig. 7 : zygospores âgées de moins de 24 heures colorées par le bleu d’aniline. L’enve- 
loppe des gamétocystes vides ne fluoresce pas. L'exospore callosique, mise en place très 
rapidement, présente souvent des épaississements au niveau des expansions de la zygospore 
encore engagées dans les gamétocystes. 

Fig. 8 : zygospores âgées de 48 heures, colorées par la primuline qui colore la mésospore 
sporopoliénique, et très faiblement l’exospore callosique. 


L'échelle portée sur chaque figure représente 254m. 
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